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© Analyseelement zur Bestimmung eines Analyten in einer Probenflussigkeit, insbesondere fGr medizinische 
Anwendungen. Eine Tragschicht (2) enthSIt in einem Reagenzbereich (4) ein mit einem Ink-Jet-Verfahren in 
einem definierten Muster appliziertes Reagenz. Das Muster umfaflt mehrere Satze (A.B.C) von Kompartimenten 
(11-20), wobei die Kompartimente (z.B. 11,13,15,17,19) des gleichen Satzes (z.B. A) die gleiche chemische 
Zusammensetzung haben, die Kompartimente (11,13,15,17,19 bzw. 12,16,20) verschiedener Satze (A bzw. B) 
unterschiedliche Reagenzien enthalten und die Kompartimente unterschiedlicher Satze alternierend angeordnet 
sind, so da/3 die verschiedene Reagenzien enthaitenden Kompartimente eng benachbart, aber raumlich getrennt 
sind. 




LU 



Rank Xerox (UK) Business Services 



EP 0 469 445 A1 



Die Erfindung betrifft ein Analyseelement zur Bestimmung eines Analyten in einer probenflGssigkeit mit 
einer Tragschicht, welche in einem Reagenzbereich ein mit einem ink-Jet-Verfahren in einem definierten 
Muster appliziertes Reagenz enthalt. 

Analytische Untersuchungen an fIGssigen Proben, insbesondere KorperflGssigkeit n wie Blut Oder Urin, 

5 werden vielfach mit Hilfe von Analyseelementen durchgefGhrt, die auch als Testtrager und in der angels- 
achsischen Literatur vielfach als "solid state analysis elements" bezeichnet werden. Sie werden in 
verschiedenen autferen Formen, insbesondere als langgestreckte Teststreifen und als quadratische Platt- 
chen angeboten. In jedem Fall weisen sie eine oder mehrere Testschichten auf, welche die fUr die Analyse 
erforderlichen Reagenzien enthalten. Die Testschichten werden mit der ProbenflGssigkeit kontaktiert, und 

70 die Reaktion des Analyten mit den Reagenzien fuhrt zu einem physikalisch meflbaren Nachweissignal, 
insbesondere einer Farbanderung, die visuell Oder photometrisch vermessen wird. Beispiele anderer 
bekannten Nachweissignale sind die optische Fluoreszenz, Lumineszenz, sowie Spannungs- oder Stromsi- 
gnale bei elektrochemischen Analyseelementen. 

Von besonderer Bedeutung sind in neuerer Zeit Analyseelemente, die mit einer spezifischen Bindungs- . 

75 reaktion zweier bioaffiner Bindungspartner arbeiten. Spezifische Bindungsreaktionen in diesem Sinne sind 
insbesondere immunologische Interaktionen, also Wechselwirkungen zwischen Antigenen bzw. Haptenen 
einerseits und Antikorpern andererseits. Es konnen jedoch auch andere spezifische bioaffine Wechselwir- 
kungen verwendet werden, wie Lectin-Zucker, eine Wirkstoff-Receptor-Wechselwirkung, die spezifische 
Bindung zwischen Biotin und Streptavidin oder bestimmte Enzym-Substratbindungen, wie z.B. Inhibitoren 

20 oder Suicide-Substrate. 

Die Reagenzien sind uberwiegend in die Testschichten inkorporiert, wobei im Regelfall entweder eine 
porose Tragermatrix (z.B. aus Papier oder Kunststoff) mit Reagenz impragniert wird oder in einem 
schichtbildenden Verfahren ein Reagenzfilm erzeugt wird, welcher die Reagenzien in einem Filmbildner 
gelost oder dispergiert enthalt. Bei der Herstellung von Analyseelementen mussen in der Regel verschiede- 

25 ne, miteinander unvertragliche Reagenzien raumlich getrennt untergebracht werden. Dies geschieht Gbli- 
cherweise durch Zusammenfugen (z.B. Verschwei/ten, Verkleben) von einzeln vorgefertigten Reagenztra- 
gerelementen. Diese Verfahren sind sehr aufwendig, verursachen haufig Produktionsfehler und ermoglichen 
nur eine begrenzte Miniaturisierung. 

In neuerer Zeit ist vorgeschlagen worden, bei der Herstellung von Analyseelementen die ursprUnglich 

30 fur Computerdrucker (Tintenstrahldrucker) entwickelte Ink-Jet-Technologie zu verwenden. Hierzu sei auf die 
EP-A-1 19573 und die EP-A-268237 (US-A-4 877 745) Bezug genommen. Beide Schriften enthalten nahere 
Erlauterungen zum vorbekannten Stand der Technik, insbesondere auch zu der Ink-Jet-Technologie, auf die 
hier Bezug genommen wird. 

Die Ink-Jet-Technik zeichnet sich dadurch aus, da/3 sehr kleine Quanten (Teilmengen) einer FlUssigkeit 

35 als Tropfen in hoher Prazision auf eine Tragschicht appliziert werden konnen. Die Prazision bezieht sich 
dabei sowohl auf die exakte Positionierung des von dem Reagenztropfen erzeugten Punktes (im folgenden 
als "Dot" bezeichnet) auf der Reagenzflache als auch auf das Reagenzvolumen. Die Tropfen konnen mit 
hoher Frequenz hintereinander ausgestoflen werden. 

Reagenzmuster, die mit einem Ink-Jet-Verfahren erzeugt werden, unterscheiden sich eindeutig von den 

40 mit anderen Drucktechniken erhaltlichen Mustern. Insbesondere sind auf keine andere Weise vergleichbar 
feine Reagenzpunkte in ahnlicher Gleichmafligkeit zu erzeugen. 

Eine besondere Variante der Ink-Jet-Technik, die auch fur die Erfindung besonders geeignet ist, ist die 
"Drop-on-demand-Technik", bei der zu einem beliebigen Zeitpunkt individuelle FIGssigkeitstropfen erzeugt 
und auf eine Tragschicht appliziert werden konnen. Im Zusammenhang mit der Dosierung biochemischer 

45 AnaiyseflGssigkeiten, insbesondere Reagenzien, wurde bisher lediglich die in den genannten Schriften 
beschriebene Technik angewandt, bei der jeweils das Volumen einer DGsenkammer komprimiert wird, wenn 
ein Tropfen ausgesto/ten werden soli. Insbesondere wird hierbei eine piezoelektrische Veranderung des 
DGsenkammervolumens angewendet. In der gleichzeitig eingereichten europaischen Patentanmeldung 
"Verfahren und Vorrichtung zum dosierten Zufuhren einer biochemischen AnalyseflGssigkeit auf ein Target" 

so (Anwaltszeichen BM 3240/00/EP) wird die Verwendung der Bubble-Jet-Technologie fOr das Applizieren von 
ReagenzflGssigkeiten auf eine Reagenzflache beschrieben, die ebenfalls fOr die vorliegende Erfindung 
geeignet ist. Auch auf diese Anmeldung wird hier Bezug genommen. Der Begriff Ink-Jet wird nachfolgend 
so verstanden, daJ3 er beide genannten Verfahrensweisen umfa/3t. 

Die Ink-Jet-Technik ermoglicht es, Reagenzien in hoher Prazision und Gleichmafligkeit als Reagenz- 

55 schicht von au/terordentlich geringer Schichtstarke auf einen Reagenzbereich eines Analyseelementes zu 
applizieren. In den genannten Schriften wird auch die Moglichkeit angesprochen, dafl das Reagenz auf der 
Tragschicht in einem bestimmten Muster appliziert wird, urn z.B. einen unmittelbaren Vergleich zwischen 
einem mit Reagenz beschichtetem Teilbereich und einem reagenzfreien Teilbereich zu ermoglichen oder 
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urn das Analyseresultat deutlicher sichtbar zu machen, weil die Farbbildung beispielsweise in Form eines 
Plus- Oder Minuszeichens erscheint. 

Aus der DE-A-27 27 347 und der DE-C- 27 29 233 ist eine alternierende Anordnung von Flachenele- 
menten (insbesondere Punkten oder Flecken) von verschiedenen Reagenzien bekannt, die mit einer 

5 Siebdrucktechnik aufgebracht sind. Dieses Verfahren ist jedoch sehr aufwendig. Au/terdem ist keine exakte 
Dosierung der aufgetragenen Reagenzmengen moglich. Die Flachenelemente sind verhSltnismafiig grofl 
und konnen nur begrenzt miniaturisiert werden. Viele Reagenzien konnen nicht zu siebdruckfahigen Pasten 
verarbeitet werden ohne sie zu schadigen oder ihre Eigenschaften zu verandern. Dieses seit langem 
bekannte Verfahren hat deswegen keine praktische Bedeutung erlangt. 

70 Gema/J der Erfindung ist ein Analyseelement der eingangs bezeichneten Art dadurch gekennzeichnet, 
da/3 das auf der Reagenzflache applizierte Muster mehrere Satze von Kompartimenten umfaflt, wobei die 
Kompartimente des gleichen Satzes die gleiche chemische Zusammensetzung haben und die Komparti- 
mente verschiedener Satze unterschiedliche Reagenzien enthalten und die Kompartimente unterschiedli- 
cher Satze alternierend angeordnet sind, so da/3 die verschiedene Reagenzien enthaltenden Kompartimente 

75 eng benachbart, aber rSumlich getrennt sind. Der Abstand der §uJ3eren Begrenzungen der Kompartimente 
verschiedener Satze liegt im Mittel typischerweise unter 1 mm, vorzugsweise unter 0,5 mm. Die Kombina- 
tion der erfindungsgema/ten Maflnahmen wird nachfolgend auch als "Mikrokompartimentierung" bezeichnet. 

Der Begriff "Kompartiment" (englisch: compartment) bezeichnet dabei einen abgegrenzten Teilbereich. 
Ein Kompartiment kann aus einem Dot oder aus mehreren einander uberlappenden Dots bestehen. Die 

20 Kompartimente, welche verschiedene Reagenzien enthalten (und deswegen verschiedenen SStzen von 
Kompartimenten in dem Reagenzbereich angehoren), sind zumindest teilweise dadurch raumlich voneinan- 
der getrennt, dafl sie (wenn auch nicht notwendigerweise in der gieichen Ebene) nebeneinander in dem 
Reagenzbereich angeordnet sind, wobei die Kompartimente mit verschiedenen Reagenzien alternieren, d.h. 
wechselweise Kompartimente aus verschiedenen Satzen benachbart sind. Aus praktischen GrUnden ist ein 

25 regelmafiiges Alternieren zweckmaflig, bei dem also beispielsweise die Kompartimente von drei Satzen A, 
B und C in einem sich zyklisch wiederholenden Muster A,B,C,A,B,C,A,B ... vorliegen. In Ausnahmefallen 
kann aber auch ein alternierendes Muster ohne zykiische Wiederholung zweckmStfig sein. 

Die Kompartimente konnen zum Teil auch ubereinander angeordnet sein. Dabei ist eine raumliche 
Trennung der Kompartimente in Richtung senkrecht zu ihrer Flachenausdehnung (vertikale Kompartimentie- 

30 rung) moglich, wenn eine isolierende Zwischenschicht aus einer loslichen inerten Isolationssubstanz (z.B. 
einem inerten Protein oder Filmbildner) appliziert wird. 

Bei dem erfindungsgema/ien Verfahren liegt das Volumen eines von einem Ink-Jet-DUsenkopf ausge- 
sto/Jenen Quantums Reagenzflussigkeit typischerweise zwischen 20 und 2000 Pikoliter, bevorzugt zwischen 
100 und 800 Pikoliter. Die Flache des von einem solchen Quantum auf der Tragschicht erzeugten Dot ist 

35 stark von den Eigenschaften der Reagenzflussigkeit und der Tragschicht abhangig. Sie liegt etwa zwischen 
500 urn 2 und 0,2 mm 2 , bevorzugt zwischen 3000 urn 2 und 0,1 mm 2 . Die ReagenzflUssigkeitsquanten 
werden typischerweise mit einer Frequenz von mehr als 1000 sec" 1 , bevorzugt zwischen 2000 und 20.000 
sec -1 ausgestofien. 

Je nach dem Testablauf, fUr den ein erfindungsgema/ies Analyseelement eingerichtet ist, konnen die 

40 Kompartimente sowohl eluierbare als auch an die Tragschicht festphasengebundene Reagenzien enthalten, 
wobei in dem Reagenzbereich ausschliefllich Kompartimente mit eluierbaren Reagenzien ("eluierbare 
Kompartimente"), ausschliefllich Kompartimente mit festphasengebundenen Reagenzien ("fixierte Komparti- 
mente") oder eine Mischung eluierbarer und fixierter Kompartimente vorhanden sein konnen. Dabei werden 
erfindungsgemafl unter anderem folgende Vorteile erzielt. 

45 Die Reagenzien eluierbarer Kompartimente werden schnell von der ProbenflGssigkeit gelost und 
miteinander gemischt. Durch Zugabe von die Loslichkeit modifizierenden Bestandteilen zu der Reagenzflus- 
sigkeit kann das Loslichkeitsverhalten der einzelnen Reagenzien in den Kompartimenten unterschiedlicher 
Satze modifiziert werden, um einen bestimmten Reaktionsablauf zu ermoglichen. Auch durch Variation der 
Schichtdicke verschiedener Kompartimente kann das Auflosungsverhalten so beeinfluflt werden, da/J eine 

so flexible Anpassung an den jeweiligen Reaktionsablauf moglich ist. Beispiele von Reagenzien, die Oberwie- 
gend in eluierbarer Form verwendet werden, sind Enzyme, Substrate, Coenzyme und Nachweiskomponen- 
ten, insbesondere Farbbildungsreagenzien. 

Festphasengebundene Reagenzien konnen sowohl adsorptiv, als auch kovalent gebunden werden. Bei 
der adsorptiven Bindung ist vorteilhaft, dafl (im Gegensatz zur Siebdrucktechnik) Beschichtungslosungen 

55 auf wassriger Basis verwendet werden konnen, die keine die adsorptive Bindung storenden hydrophoben 
Zusatzstoffe enthalten. Reagenzien, die auf der Tragschicht festphasengebunden werden sollen, konnen 
prazise lokalisiert werden, wobei insbesondere die Diffusionsstrecken zu anderen (festphasengebundenen 
oder eluierbar n) Reagenzien in anderen Satzen von Kompartimenten den Erfordernissen des Einzelfalls 



3 



^ EP 0 469 445 A1 



entsprechend festgelegt werden konnen. 

Allgemein ermoglicht die Erfindung sehr kurze Diffusionsstrecken zwischen den in verschiedenen 
Satzen von Kompartimenten enthaltenen Reagenzien und damit verhaltnismaflig kurze Reaktionszeiten und 
gute Durchmischung der Reagenzien ohne besondere zusatzliche Maflnahmen. 

5 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, da/3 die mit der Ink-Jet-Technologie mogli- 
che Mikrokompartimentierung vollig neue Testablaufe ermoglicht. 

Wie erwahnt, ist die Erfindung von besonderer Bedeutung bei^homogenen und heterogenen Bestim- 
mungsmethoden, die auf der spezifischen Bindungsfahigkeit zweier bioaffiner Bindungspartner basieren. In 
diesem Fall enthalt mindestens ein Satz von Kompartimenten einen ersten Bindungspartner, der mit einem 

70 zweiten Bindungspartner, welcher in der Probenflussigkeit enthalten oder ein Reagenz sein kann, spezifisch 
bindungsfahig ist. Dabei ist vielfach wenigstens einer der Bindungspartner an der Tragschicht tragerfixiert. 

Bei der Herstellung fixierter Kompartimente ist es vielfach vorteilhaft, wenn der zu fixierende Bindungs- 
partner in einer Konzentration (pro Flacheneinheit) appliziert wird, welche geringer als die BindungskapazitSt 
(pro FlScheneinheit) der OberflSche, an die er fixiert wird, ist. Dadurch k5nnen die sonst bei der 

75 Tragerfixierung von Reagenzien erforderlichen weiteren Prozei3schritte t insbesondere das Abwaschen des 
Uberschusses, entfallen. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von in den Figuren schematisch dargestellten AusfUhrungsbei- 
spielen naher erlautert, es zeigen: 

Fig. 1 Eine Aufsicht auf einen Teil eines erfindungsgemaflen Analyseelementes, 
20 Fig. 2 eine perspektivische Prinzipdarstellung des Reagenzbereiches eines immunologischen Analy- 
seelementes, 

Fig. 3 eine alternative Ausfuhrungsform des Reagenzbereiches eines immunologischen Analyseele- 
mentes. 

Der in Figur 1 dargestellte Reagenzbereich 1 enthalt zehn reihenformige Reagenzkompartimente 11 bis 
25 20, welche nebeneinander auf eine Tragschicht 2 appliziert sind. Jedes der Kompartimente besteht aus 
einer vielzahl von Dots 3, die mit einem Ink-Jet-Druckkopf auf den Reagenzbereich 1 aufgebracht sind. 
Dabei wird vorzugsweise wie folgt vorgegangen: 

Als Tragschicht 2 wird eine Kunststoffolie (insbesondere aus Polystyrol) verwendet, die zuvor unter 
standardisierten Bedingungen mit Gamma-Strahlen bestrahlt wurde (EP-B1-0 061 167). Danach wird sie 
30 unter einem relativ zu der Tragschicht 2 prazise beweglichen Ink-Jet-Druckkopf positioniert und mit den 
Dots 3 bedruckt. 

Urn dabei eine gleichmaflige, flachendeckende Applikation des Reagenz jeweils innerhalb der Komparti- 
mente 11 bis 20 zu erzielen, wird eine spezielle Technik angewandt. Von den Dots innerhalb eines 
Kompartiments wird in einem ersten Verfahrensschritt nur jeder zweite Dot eines Kompartiments appliziert, 

35 so daJ3 die in diesem Verfahrensschritt aufgebrachten Reagenzflussigkeitsquanten raumlich getrennte Dots 
bilden. Nach Trocknung des Reagenzes (ca.60sec bei Raumtemperatur) werden in einem zweiten zeitlich 
getrennten Schritt Reagenzflussigkeitsquanten auf die Zwischenraume zwischen den im ersten Schritt 
erzeugten Dots derartig appliziert, daB eine durchgehendes Kompartiment gebildet wird. Diese Vorgehens- 
weise ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn eine wassrige Reagenzflussigkeit auf einer verhaltnismaflig 

40 hydrophoben Oberflache der Tragschicht 2 appliziert werden mufi. Vielfach ist es aber auch moglich, durch 
Beeinflussung der Oberflacheneigenschaften des Tragschichtmaterials oder durch Modifikation der Zusam- 
mensetzung der Reagenzflussigkeit die Notwendigkeit der beschriebenen zweistufigen VerfahrensfOhrung 
zu vermeiden. 

Die Kompartimente 11 bis 20 sind im dargestellten Fall in ihrer au/ieren Form und in ihrem physischen 
45 Aufbau gleich (was bevorzugt, aber nicht notwendig ist), unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer 
chemischen Zusammensetzung. Sie lassen sich in Satze einteilen, die in Fig. 1 mit den Buchstaben A, B 
und C bezeichnet sind. Die Kompartimente innerhalb eines Satzes enthalten die gleiche Reagenzzusam- 
mensetzung, wahrend sich die Kompartimente verschiedener Satze hinsichtlich ihrer Reagenzzusammen- 
setzung unterscheiden. Dabei sind die Kompartimente unterschiedlicher Satze derartig alternierend ange- 
50 ordnet, daJ3 die verschiedene Reagenzien enthaltenden Kompartimente eng benachbart aber r§umlich 
getrennt sind. 

Im dargestellten Fall ist jedes zweite Kompartiment dem Satz A zuzuordnen. Die Anzahl der Komparti- 
mente der Satze B und C ist nur jeweils halb so grofl und sie sind abwechselnd in den LOcken der 
Kompartimente des Satzes A plaziert. 
55 Die Abmessungen und Abstande der Kompartimente sind au/terordentlich klein. In einem praktisch 
erprobten Fall betragt der Dotabstand innerhalb eines Kompartiments nur etwa 0,14 mm, der Abstand der 
Kompartimente von Mitte zu Mitte lag in diesem Beispielsfall bei etwa 0,26 mm, der Abstand der 
Begrenzungen der Kompartimente im Mittel unter 0,15 mm. 
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Die Kompartimente verschiedener Satze konnen vorteilhaft in einen Arbeitsgang mit Hilfe eines 
Mehrkanaldruckkopfes Oder eines mit mehreren Druckkopfen ausgestatteten Druckers erzeugt werden. 
Solche nach dem Ink-Jet-Verfahren arbeitenden Druckertypen sind fur den Farbdruck entwickelt worden. 
Um das in Fig. 1 dargestellte Kompartimentmuster zu erzeugen kann beispielsweise so vorgegangen 

5 werden, dafi linear angeordnete Dusen eines Mehrkanaldruckkopfes fOr die verschiedenen Kompartimente 
eingesetzt werden und der Druckkopf relativ zu der Tragschicht 2 in Richtung senkrecht zu der linearen 
DUsenanordnung Uber die Tragschicht 2 bewegt wird (Pfeil 7). Dadurch wird eine zugleich prSzise und 
wirtschaftliche Herstellung der erfindungsgema/Jen Analyseelemente mdglich. 

Die Relativbewegung zwischen Druckkopf und Tragschicht lafit sich mit den fOr Tintenstrahldrucker 

70 gebrauchlichen Konstruktionen realisieren. Im Rahmen der Erfindung ist es vorteilhaft, den Druckkopf 
unidirektional zu betreiben, um eine besonders prazise positionierung der Dots zu ermoglichen. 

Figur 2 zeigt in einer stark schematisierten prinzipdarstellung den Schichtaufbau im Reagenzbereich 
eines Analyseelementes fOr immunologische Bestimmungen. 

Auf der Tragschicht 2 sind wiederum drei Satze von Kompartimenten A (Kompartimente 11, 13, 15, 17 

75 und 19), B (Kompartimente 12 und 16) und C (Kompartimente 14 und 18) dargestellt. In der dreidimensiona- 
len Darstellung ist eine weitere bevorzugte Maflnahme zu erkennen, namlich dafl die einzelnen Komparti- 
mente voneinander durch eine Trennschicht 5 getrennt sind, welche eine inerte wasserlQsliche Substanz, 
insbesondere ein wasserlosliches Eiweifl wie Rinderserumalbumin enthalt. Der Auftrag der Trennschicht 
erfolgt in der Weise, da/3 nach der Applikation der zu dem Satz A gehorenden Kompartimente das RSA in 

20 mehrfachen Durchgangen aus einem Druckkopf aufgetragen wird, wobei nicht nur die auf die Kompartimen- 
te 11 bis 20 gerichteten Dusen, sondern auch dazwischenliegende Dusen des Druckkopfes aktiviert sind, 
um die durchgehende RSA-Schicht zu biiden. 

Die Kompartimente 11 bis 19 und die RSA-Trennschicht 5 biiden insgesamt eine Reagenzschicht 4 auf 
der Tragschicht 2. Die Form der Kompartimente ist in der Praxis nicht so gleichmaflig und rechteckig, wie 

25 in Fig. 2 dargestellt. Charakteristisch fur die Erfindung ist jedoch, dafl die Kompartimente rSumlich getrennt 
voneinander sind, wobei die zu verschiedenen Satzen gehorenden Kompartimente zumindest teilweise in 
Richtung der Oberflache der Reagenzschicht 4 nebeneinander auf der Tragschicht 2 angeordnet sind 
(Horizontale Kompartimentierung). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten die Kompartimente des Satzes A einen tragerfixierten 

30 ersten Bindungspartner Bp(b) (binding partner, bound). Dabei ist es vorteilhaft, wenn die den ersten 
Bindungspartner enthaltenden Kompartimente mit einer Schutzschicht 5a aus einer inerten Schutzsubstanz 
bedeckt sind. Geeignet ist insbesondere ein losliches, mit den ubrigen Testbestandteilen nicht reagierendes 
Protein. Haufig wird es mit einer Zukkerverbindung gemischt. Durch die Schutzschicht wird die erforderliche 
Lagerstabilitat des tragerfixierten Bindungspartners Bp(b) gewahrleistet. 

35 Mindestens ein weiterer Satz von Kompartimenten B Oder C enthalt einen mit Bp(b) spezifisch 
bindungsfahigen zweiten freien Bindungspartner Bp(f) (binding partner, free), welcher frei ist, also von der 
Probenflussigkeit ohne weiteres gelost werden kann. Bp(f) ist vorzugsweise nach einem in der Immunologie 
ublichen Verfahren (beispielsweise durch Konjugation mit einer Markierungssubstanz M, z.B. einem Enzym 
Oder einem Fluoreszenzmarker) markiert. In diesem Fall, aber auch bei anderen eluierbaren Kompartimen- 

40 ten, ist es vorteilhaft, wenn unter den Kompartimenten 12,16 eine die Tragschicht 2 bedeckende Blockie- 
rungsschicht 5b angeordnet ist. Die Blockierungsschicht 5b basiert zweckmafligerweise ebenfalls auf einem 
loslichen inerten Protein und dient dazu, unspezifische Bindungen des eluierbaren Reagenz (hier Bp(f)) an 
die Tragschicht 2 zu verhindern und damit die Eluierbarkeit des Bp(f) zu verbessern. 

Bei der in Figur 2 dargestellten AusfOhrungsform gehen die Schutzschichten 5a, welche die Komparti- 

45 mente 11,13,15,17 und 19 bedecken und die Blockierungsschichten 5b, welche unterhalb der Kompartimen- 
te 12,14,16 und 18 angeordnet sind, ineinander uber und biiden insgesamt die Trennschicht 5. Dies ist 
besonders vorteilhaft, jedoch nicht notwendig. Es konnten auch getrennte Schutz- bzw. Blockierungsschich- 
ten vorgesehen sein. 

Nahere Einzelheiten hangen von dem immunologischen Testprinzip ab, nach welchem das Analyseele- 
so ment arbeitet. Ist beispielsweise der Analyt ein Antigen Ag(s) (antigen, sample), so kann der Bp(f) bei 
Verwendung eines kompetitiven Testprinzips ein zu dem Ag(s) analoges Antigen Ag(f) sein. Der Bp(b) ist in 
diesem Fall ein mit dem Ag(f) spezifisch bindungsfahiger Antikorper Ab(b) (antibody, bound). Der Analyse- 
ablauf basiert dabei darauf, da/J das Ag(s) mit dem Ag(f) um Bindungsstellen an dem Ab(b) konkurriert, 
wobei die Menge des an das Ab(b) gebundenen Ag(f), welche aufgrund der Markierung des Ag(f) 
55 nachweisbar ist, ein Mafl fur die Konzentration des Analyten ist. Die Konzentration des Ag(f) kann Uber die 
Markierung vorzugsweise im gebundenen Zustand, grundsatzlich jedoch auch in der freien Phase bestimmt 
werden. 

Gemafl einem anderen immunologischen Reaktionsprinzip ("Ein-Schritt-Sandwich") konnen die Kom- 
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partimente B oder C (wiederum zur Bestimmung eines Antigens Ag(s)) einen mit dem Ag(s) spezifisch 
bindungsfahigen Antikorper Ab(f) enthalten. In diesem Fall enthalt der Kompartiment-Satz A einen tragerfi- 
xierten Antikorper Ab(b), welcher zu dem Ag(s) uber ein zweites Epitop spezifisch bindungsfahig ist In 
diesem Fall basiert das Testverfahren darauf, dafl das Ag(s) eine Bindung zwischen dem Ab(b) und dem 
5 Ab(f) vermittelt. 

I'm Fall der Bestimmung eines Antikorpers statt eines Antigens sind jeweils die gebundenen bzw. freien 
immunologischen Reaktionsbestandteile in den Kompartimenten auszutauschen (Antigen gegen Antikorper 
und umgekehrt). 

Diese und andere fOr die Erfindung geeignete immunologische Testprinzipien sind seit langem bekannt. 
70 Verwiesen sei beispielsweise auf das US-Patent 4 861 711 und zahlreiche andere Publikationen, in denen 
die Anwendung heterogener immunologischer Reaktionen auf Analyseelemente in verschiedenen Varianten 
beschrieben wird. 

Tabelle 1 zeigt die BestQckung der Kompartiment-Satze fUr die vorgenannten und einige weitere 
Reaktionsprinzipien: 

75 

Tabelle 1: 



20 Bp(s) Bp(b) Bp(f) 

in A in B und/oder C 

Sandwich Ag Ab Ab-M 

Ab Ag Ag-M 

kompetitiv Ag Ab Ag-M 

25 Ab Ag Ab-M 



Gegenuber den bekannten immunchemischen Anaiyseelementen erreicht die Erfindung durch Anwendung 
der Ink-Jet-Technik in Form von alternierend und raumlich getrennt aber eng beieinander angeordneten 

30 Kompartimenten unterschiedlicher immunologischer Reaktionsbestandteile eine bedeutende Vereinfachung 
der Herstellung und des Aufbaus eines immunologischen Analyseelementes. 

Es zeigt sich, dafl der in einem ersten Satz von Kompartimenten enthaltene ISsliche Bindungspartner 
von der Probe sehr schnell gelost wird, so da/3 die Reaktion dieses Bindungspartners mit dem Analyten 
unmittelbar nach dem Probenkontakt beginnt. Zugleich steht die gesamte Probe in Kontakt zu dem 

35 tragerfixierten Bindungspartner. Die Mikrokompartimentierung der Reagenzien ermoglicht einen schnellen 
und homogenen Ablauf der jeweiligen Bindungsreaktionen mit einer sehr geringen Probe- und Reagenz- 
menge und hoher Reaktionsgeschwindigkeit. Dabei lauft zunachst bevorzugt die Reaktion mit dem freien 
Bindungspartner ab, wahrend die Reaktion mit dem tragerfixierten Bindungspartner als heterogene Reaktion 
wesentlich langsamer ablauft und praktisch in nennenswertem Umfang erst nach Ablauf der Bindungsreak- 

40 tion des Bp(f) einsetzt. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind auf die Reagenzflache eines Analysee- 
lementes mindestens drei verschiedene Satze von Kompartimenten appliziert, namlich ein erster tragerfi- 
xierter Bindungspartner Bp(b) in dem Satz A, ein zweiter mit diesem spezifisch bindungsfahiger freier 
Bindungspartner Bp(f)1 in dem Satz B und ein drifter, ebenfalls freier, jedoch zusatzlich eine Markierung 

45 aufweisender Bindungspartner Bp(f)2 in dem Satz C. Dabei ist der zweite Bindungspartner Bp(f)1 sowohl 
mit dem ersten Bindungspartner Bp(b) als auch mit dem dritten Bindungspartner Bp(f)2 mit unterschiedli- 
cher Spezifitat bindungsfahig. Vorzugsweise ist der erste Bindungspartner Bp(b) fOr verschiedene Analysee- 
lemente gleich, wahrend die beiden freien Bindungspartner je nach dem zu bestimmenden Analyten 
(Parameter) und dem gewahlten Verfahren ausgewahlt sind. Bevorzugt enthalt der erste Bindungspartner 

50 Streptavidin (SA) oder Avidin und der zweite Bindungspartner Biotin (B). Das Biotin wird mit einem Antigen 
oder Antikorper je nach der Testfilhrung konjugiert zu Ag-B bzw. Ab-B. 

Tabelle 2 zeigt die BestQckung der Kompartiment-Satze fur zwei verschiedene Testprinzipien, wobei 
jeweils davon ausgegangen wird, da/3 ein Antigen in der Prob bestimmt werden soli. Im Falle der 
Bestimmung eines Antikorpers sind jeweils Antigen und Antikorper zu vertauschen. 

55 
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Tabelle 2: 



Zur Bestimmung eines Ag 



5 



kompetitiv (a) 
(b) 

Sandwich 



SA 
SA 
SA 



Bp(b) 



Bp(f)l 
B-Ag 
B-Ab 
B-Ab 



Ab-M 
Ag-M 
Ab-M 



Bp(f )2 



70 



Bei jedem dieser Prinzipien bindet nach Aufl8sung der freien Bindungspartner das Bp(f)1 Uber die 
Avidin-Biotin-Bindung an das Bp(b). 

Bei dem kompetitiven Test des Typs (a) wird die Bindung des Ab-M an das B-Ag durch die Kompetition 
75 mit dem Probenantigen Ag(s) bestimmt. Bei dem kompetitiven Test des Typs (b) konkurriert das Ag(s) mit 
dem Ag-M urn Bindungsstellen an dem Antikorper des B-Ab. Bei dem Sandwich-Test vermittelt wiederum 
das Probenantigen die Bindung zwischen dem Antikorper des B-Ab und dem Antik5rper des Ab-M. 

Bei dieser Ausfuhrungsform bilden das tragerfixierte Streptavidin (Oder Avidin) und das Biotin, welches 
mit anderen Reagenzien kovalent gebunden ist, ein sogenanntes "Capturing-System". Die Verwendung 
20 eines "Capturing-Systems" ermoglicht es, auf einfache Weise verschiedene Reagenzbestandteile an eine 
Festphase zu binden, welche einheitlich (mit einem einzigen Bindungsbestandteil, hier Streptavidin) vorbe- 
handelt ist. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist dies daruberhinaus in prazise iokalisierbarer Form 
moglich. Andererseits konnen auf eine einheitlich, beispielsweise mit Streptavidin vorbehandelte Trag- 
schicht auch losliche Kompartimente (nicht biotinylierte Reagenzien) appliziert werden, ohne dafl deren 
25 Loslichkeitsverhalten wesentlich beeinfluflt wird. Nahere Einzelheiten sind der EP-A-0 269 092 und der EP- 
A-0 344 578 zu entnehmen. 

Figur 3 zeigt eine alternative Ausfuhrungsform eines TesttrSgers mit drei SStzen von Kompartimenten 
mit drei verschiedenen Bindungspartnern. Die Testzusammensetzung stimmt im wesentlichen mit der 
vorhergehenden Ausfuhrungsform uberein, wobei in diesem Fall jedoch der zweite Bindungspartner unmit- 
30 telbar auf den ersten Bindungspartner beschichtet und somit an diesen gebunden ist. Die beiden gebunde- 
nen Bindungspartner werden deshalb als Bp(b)1 und Bp(b)2 bezeichnet. Sie befinden sich in Doppelkom- 
partimenten 20,22,24,26,28 des Satzes A. Der dritte Bindungspartner ist ein freier Bindungspartner Bp(f) in 
den Kompartimenten 21 ,23,25,27 des Satzes B. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. Soweit nicht anders vermerkt, 
35 bezeichnen alle %-Angaben Gewichts-Prozente. 



FUr die Applikation der Kompartimente wurde ein Tintenstrahldrucker SQ-2550 der Firma Epson 
40 verwendet. Anstelle des Tintenbehalters wurde ein separater Reagenzbehalter mit der jeweils zu dosieren- 
den Reagenzlosung an das zum Druckkopf fuhrende Schlauchsystem angeschlossen. Der Drucker wurde 
im Graphikmodus (Einzeldusen-Ansteuerung) uber einen Personal Computer betrieben. 

Als Tragermaterial diente ein DIN A4-Zuschnitt aus Polystyrol-Folie mit 0,1 mm Dicke. Die Folie wurde 
vor ihrer Verwendung einer standardisierten Gamma-Bestrahlung unterzogen. 
45 Charakteristika des Druckkopfes: 

- 24 Dusen in zwei Reihen (halbzeilig versetzt) angeordnet 

- Tropfendurchmesser ca. 90 urn 

- kleinstes dosierbares Volumen (1 Tropfen): ca. 420 Pikoliter 

- Druckdichte pro Druckschritt: 180x180 Dots/inch 2 

so Die Applikation der Kompartimente erfolgt in der in Verbindung mit Fig. 1 beschriebenen Verfahrenswei- 
se. Jedes der Reagenzkompartimente besteht aus 24 Einzeltropfen zu je ca. 420 Pikoliter. Die Abmessun- 
gen eines Kompartiments betragen in der Hohe ca. 3,2 mm und in der Breite ca. 0,06 bis 0,08 mm. Der 
Abstand von Mitte zu Mitte zwischen den Kompartimenten liegt bei ca. 0,26 mm. 

Die Trennschicht auf Basis von Rinderserumalbumin (im folgenden "RSA-Trennschicht") wurde mit 

55 insgesamt vi r Druckvorgangen mit einem Dotabstand von horizontal 0,14 mm und vertikal 0,14 mm 
aufgebracht. 

Die Anordnung der Kompartimente in dem Reagenzbereich entsprach Fig. 2. FOr die einzelnen SStze 
von Kompartimenten wurden dabei folg nd Losungen eingesetzt. 



Beispiel 1: 
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a) Kompartiment-Satz A: Bp(b) (namlich SA): Tragerfixiertes SA 
Beschichtungslosung: 

0,25 mg/ml TRSA-SA 

40 mM Natriumphosphat-Puffer(NaPP) pH 7,4 

5 5 Vol-% iso-Propanol 

Mit TRSA-SA ist Thermo-Rinderserumalbumin-Streptavidin gemafl der EP-A-0 269 092 und der EP-A-0 
344 578 bezeichnet. Diese Verbindung eignet sich in besonderem Ma/te zur adsorptiven Tragerfixierung 
von Streptavidin. Die pro Flache aufgebrachte TRSA-SA-Menge war geringfUgig kleiner als die adsorpti- 
ve Bindekapazitat der Tragerfolie. Auf diese Weise werden zusatzliche Prozefischritte zu Sicherstellung 

to einer quantitativen und stabilen Bindung an die Festphase vermieden. 

b) Schutzschicht 5: RSA-Trennschicht 
Beschichtungslosung: 

0,6 % Rinderseruma!bumin(RSA) 
4,0 % Saccharose 
75 1 ,8 % Natriumchlorid (NaCI) 
5,0 Vol-% iso-Propanol 

c) Kompartiment-Satz B: Bp(f)1 (namlich B-Ag): Eluierbares Konjugat aus T3 und Biotin (T3-Biotin), 
hergestellt durch Kopplung von Biotin an N-butyloxycarbonyl-trijodthyronin (T3) Ober Pentamethylendi- 
amin (Eur. J. Biochem. 131 (1980,333-338)). 

20 Beschichtungslosung: 

200 ng/ml T3-Biotin 

120 mM Nafrium-Barbiiurai 

21.8mM NaPP pH 8,35 

0,04 % 8-Anilino-1-naphtalin-sulfonsaure (ANS) 
25 0,02 % 4-Aminoantipyrin 

0,01 % Merthiolat 

0,25 % Rinder-IgG (R-IgG) 

1,0 % Pluronic R F68 

d) Kompartiment-Satz C: Bp(f)2 (namlich Ab-M): Eluierbares Konjugat aus einem polyklonalen gegen T3 
30 gerichteten Antikorper und Peroxidase (PAK<T3>-POD). 

Beschichtungslosung: 
22,2 U/ml PAK<T3>-POD 
120 mM Natrium-Barbiturat 
21,8mM NaPP pH 8,35 
35 0,04 % ANS 

0,02 % 4-Aminoantipyrin 
0,01 % Merthiolat 
0,25 % R-IgG 
1,0 % Pluronic R F68 

40 Aus der beschichteten Polystyrolfolie wurden Testfelder von 3,2 mm Breite und 15 mm Lange 
geschnitten, auf denen die Kompartimente uber die gesamte Breite senkrecht zur Langsrichtung verliefen. 
Die in einem derartigen Testfeld insgesamt in den jeweiligen Kompartimenten vorliegenden molaren 
Reagenzmengen betrugen: 

Im Kompartimentsatz C: 0,05 femto Mol PAK<T3>-POD ( = 1,4ull) 
45 Im Kompartimentsatz B: 23,0 femto Mol T3-Biotin 

Im Kompartimentsatz A: ca 500,0 femto Mol Biotinbindestellen (durch TRSA-SA) 
Eine Analyse auf T3 wurde wie folgt durchgefuhrt: 

- Es wurden jeweils 50 ul T3-haltige Probe auf ein Testfeld aufgebracht und fUr 2,5 h bei Raumtempe- 
ratur in einer Feuchtekammer inkubiert 

50 - Das Testfeld wurde 4-mal mit 1 ml der fur die Schutzschicht verwendeten RSA-Ldsung gewaschen 

- Es wurde ein Substrat fUr das Markierungsenzym, namlich 50 ul Diaminobenzidin(DAB)-Farbereagenz 
(0,5 mg/ml DAB, 40 mM NaPP pH 7,4, 0,025 % Cobaltchlorid, 0,02 % Nickelsulfat. 0,01 % 
Wasserstoffperoxid) aufgebracht und eine Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtekammer inku- 
biert 

55 - Danach wurde mit Wasser gewaschen. 

Der Test basiert auf dem weiter oben erlauterten kompetitiven Prinzip: Das T3 konkurriert mit dem 
biotinylierten T3 urn Bindungsstellen an dem PAK<T3>-POD-Konjugat. 

Abhangig von der T3-Konzentration in der Probe ergab sich eine visuell erkennbare unterschiedlich 
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intensive Anfarbung des Kompartiment-Satzes A. Ober eine mefltechnische Erfassung des Kompartiments- 
Musters ist eine Kalibrierung und quantitative Auswertung moglich. 

Beispiel 2: 

5 

Aufbau- und Herstellungsverfahren entsprechend dem Beispiel 1 mit Ausnahme der Zusammensetzung 
der fUr die Kompartiment-Satze B und C verwendeten Losungen. Diese waren wie folgt zusammengesetzt: 

a) Kompartiment-Satz B: Bp(f)1 (namlich B-Ab): Eluierbares Konjugat aus einem monoklonalen gegen 
TSH gerichteten Antikorper (ECACC 87122201) und Biotin (MAK<TSH>-Biotin). Die Biotinylierung des 

w Antikorpers erfolgte gema/3 JACS 100 (1978,3585-3590) durch Umsetzung mit N-hydroxysuccinimid- 

Biotin im Verhaltnis 10:1. 

Beschichtungslosung: 

80 mM NaPP pH 7,4 

65 ug/ml MAK<TSH>- Biotin 
75 0,6 % RSA 

0,3 % Rinder-IgG 

b) Kompartiment-Satz C: Bp(f)2 (namlich Ab-E): Eluierbares Konjugat aus Peroxidase und einem 
monoklonalen gegen TSH gerichteten Antikorper (ECACC 87122202) (MAK<TSH>-POD). 
Beschichtungslosung: 

20 50 mM NaPP pH 7,4 

9 U/ml MAK<TSH>-POD 

Der Tesfablauf entspricht dem heterogenen Ein-Schritt-Sandwich-Test mit Streptavidin-Bioiin Capturing 
System zur Festphasenbindung des immunologischen Komplexes. 

Es wurden wiederum. Testfelder mit den gleichen Abmessungen wie bei Beispiel 1 hergestellt. Jedes 
25 Testfeld beinhaltet 18 Kompartimente des Satzes A und jeweils 9 Kompartimente der Satze B und C. 

Der Ablaut der Analyse entsprach Beispiel 1, wobei jedoch im ersten Schritt jeweils 100 ul TSH-haltige 
Proben aufgebracht wurden und eine Inkubation von 3 h bei RT in einer Feuchtekammer erfolgte. 

Obereinstimmend mit Beispiel 1 ergab sich eine visuell deutlich erkennbare unterschiedlich intensive 
Anfarbung der auf dem Reagenztrager lokalisierten Kompartimente des Satzes A. 

30 

Patentanspruche 

1. Analyseelement zur Bestimmung eines Analyten in einer ProbenflUssigkeit mit einer Tragschicht (2), 
welche in einem Reagenzbereich (4) ein mit einem Ink-Jet-Verfahren in einem definierten Muster 
35 appliziertes Reagenz enthalt, 

dadurch gekennzeichnet, da/? 

das Muster mehrere Satze (A.B.C) von Kompartimenten (11-20) umfafit, wobei 

40 

die Kompartimente (z.B. 11,13,15,17,19) des gleichen Satzes (z.B. A) die gleiche chemische Zusam- 
mensetzung haben, 

die Kompartimente (11,13,15,17,19 bzw. 12,16,20) verschiedener Satze (A bzw. B) unterschiedliche 
45 Reagenzien enthalten und 

die Kompartimente unterschiedlicher Satze alternierend angeordnet sind, so da£ die verschiedene 
Reagenzien enthaltenden Kompartimente eng benachbart, aber raumlich getrennt sind. 

50 2. Analyseelement nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 mindestens ein Satz (A) von 
Kompartimenten einen ersten Bindungspartner enthalt, der zu einem zweiten Bindungspartner, welcher 
in der ProbenflUssigkeit enthalten Oder ein Reagenz ist, bioaffin und spezifisch bindungsfahig ist. 

3. Analys element nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 der erste Bindungspartner tragerfi- 
55 xiert ist. 

4. Analyseelement nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl die Konzentration des ersten 
tragerfixierten Bindungspartners geringer ist als die Bindungskapazitat der Oberflache, an die er fixiert 
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ist. 

5. Analyseelement nach einem der Anspruche 3 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB der den ersten 
Bindungspartner enthaltende Satz (A) von Kompartimenten von iner Schutzschicht (5a) auf Basis eines 
loslichen Proteins bedeckt ist. 

6. Analyseelement nach einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite 
Bindungspartner ein Reagenz ist, welches in einem weiteren Satz (B;C) von Kompartimenten 
(12,16;14,18) in loslicher Form enthalten ist. 

7. Analyseelement nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daJ3 unter 
einem ein losliches Reagenz enthaltenden Kompartiment (12,16) eine die Tragschicht (2) bedeckende 
Blockierungsschicht (5b) auf Basis eines loslichen Proteins angeordnet ist. 

8. Analyseelement nach den Anspruchen 5 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Blockierungs- (5b) 
und die Schutzschichten (5a) zu einer durchgehenden Trennschicht (5) verbunden sind. 

9. Analyseelement nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB ein dritter 
Bindungspartner in einem weiteren Satz (C) von Kompartimenten (14,18) enthalten ist und der zweite 
Bindungspartner sowohl mit dem ersten als auch mit dem dritten Bindungspartner mit unterschiedlicher 
Spezifitat spezifisch bindungsfahig ist. 

10. Analyseelement nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Capturing-System, insbeson- 
dere auf Basis von Avidin oder Streptavidin und Biotin enthalt. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Analyseelementes nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, da/3 mit einem Ink-Jet-Dusenkopf eine Vielzahl von diskreten ReagenzflUssig- 
keitsquanten nacheinander auf die Reagenzflache der Tragschicht ausgestoBen werden und der 
DQsenkopf und die Tragschicht relativ zu einander derartig bewegt werden, daB die von den Reagenz- 
flussigkeitsquanten erzeugten Dots einen Satz von Kompartimenten auf der Reagenzflache bilden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Tragschicht aus Kunststoff besteht 
und vor der Applikation der Reagenzflussigkeit gammabestrahlt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB zur Erzeugung eines 
Kompartimentes in einem ersten Schritt die Reagenzflussigkeitsquanten derartig appliziert werden, daB 
sie raumlich voneinander getrennte Dots auf der Reagenzflache bilden und in mindestens einem 
weiteren zeitlich getrennten Schritt Reagenzflussigkeitsquanten auf die Zwischenraume zwischen den 
ersten Dots derartig appliziert werden, daB ein durchgehendes Kompartiment gebildet wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere Komparti- 
mente verschiedener Satze gleichzeitig mit einem Mehrkanaldusenkopf erzeugt werden. 
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Abstract (Basic): EP 469445 A 

(A) In a liq. analysis element with a carrier layer (2) having a 
reagent region (4) with a reagent pattern applied by an ink-jet 
process, the novelty is that the pattern comprises several sets (A, B, 

C) of compartments (1 1-20), the compartments of the same set having the 
same chemical compsn. but the compartments of different sets contg. 
different reagents and being arranged alternately so that different 
reagent compartments are closely adjacent but spaced apart. 

(B) Prodn. of the analysis element involves using an ink-jet 
nozzle head to eject discrete reagent liq. amounts successively onto 
the reagent face of the carrier layer and moving the nozzle head and 
carrier layer relative to one another so that the resulting dots form a 
set of compartments on the reagent face. 

USE - The analysis element is used esp. for analysing body fluids 
esp. by immunological interactions. (14pp Dwg.No.2/3)t r 
Abstract (Equivalent): EP 469445 B 

An analysis element for the determination of an analyte in a liquid 
sample by means of a specific binding reaction of bio-reactive binding 
partners with a carrier layer (2) which contains a reagent domain (4), 
a binding partner applied in a defined pattern by a printing process, 
fixed to the carrier and thus solid-phase-bound, characterised in that 
the pattern comprises several sets (A,B,C) of compartments (1 1-20) 
applied with an ink-jet process, wherein the compartments of a first 
set (A) are fixed compartments which contain the carrier- fixed and thus 
solid-phase bound binding partner as a first binding partner, which is 
capable of binding specifically to a second binding partner which is 
contained in the sample or is a reagent, the compartments of a second 
set (B) are elutable compartments which contain a second binding 
partner in soluble form, which is capable of binding specifically with 
the first carrier-fixed binding partner or with a binding partner 
contained in the sample liquid; and the compartments of different sets 
arranged alternately, so that the compartments containing different 
reagents are close together but spatially separated. 

(Dwg.1/3) 
Abstract (Equivalent): US 5378638 A 

Analysis element for bioreactively analysing a liq. sample 
comprises a carrier layer with sets of compartments comprising a 
reagent applied in a predetermined pattern by an ink-jet process. A 
first set of compartments consists of fixed compartments contg. a first 
binding partner (I) which is solid phase bound to the carrier. (I) can 
bind specifically to a binding partner contained in the liq. phase 
bound to the carrier. (I) can bind specifically to a binding partner 
contained in the liq. sample or in a second set of compartments. (I) is 
covered by a layer of inert, water soluble protein. 

Compartments of at least one set are elutable and contain a 
labelled second binding partner (II). (II) is near the top surface of 
the layer of protein. (II) can bind bioreactively and specifically to a 
corresp. binding partner in the liq. sample or another set of 
components. The layer of protein is arranged between the carrier layer 
and the elutable compartments contg. (II) and over the fixed 
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compartments contg. (I), so that the fixed and elutable compartments 
are arranged in an alternating horizontal relationship with the layer 
of protein between. 

USE - For immunological reactions, lectin-sugar interactions, 
specific binding between biotin and streptavidin and enzyme-substrate 
binding reactions. 

(Dwg.2/3) 

Title Terms: LIQUID; ANALYSE; ELEMENT; BODY; FLUID; ALTERNATE; 
COMPARTMENT; 

CONTAIN; REAGENT; USEFUL; IMMUNOLOGICAL; INTERACT 
Derwent Class: B04; J04; P42; P75; S03 

International Patent Class (Main): G01N-011/00; G01N-021/75; G01N-033/50; 

G01N-033/52; G01N-033/531; G01N-03 3/543 
International Patent Class (Additional): B05B-003/06; B41J-002/01; 

B41J-011/00; C12Q-001/00; G01N-031/00; G01N-031/22; G01N-033/53; 

G01N-033/54; G01N-033/545; G01N-033/558; G01N-033/78; G01N-035/00 
File Segment: CPI; EPI; EngPI 

Manual Codes (CPI/A-N): Bl 1-C08; B12-K04A; J04-B01 
Manual Codes (EPI/S-X): S03-E14H; S03-E14H4 
Chemical Fragment Codes (Ml): 

*01* M423 M750 M903 N102 Q435 V624 
Chemical Fragment Codes (M2): 
*02* G013 G019 G100 HI H100 HI 81 H4 H40I H441 H5 H541 H8 JO JO 11 Jl Ji 71 

Ml M121 M141 M280 M312 M321 M332 M343 M349 M371 M391 M414 M510 M520 
M532 M540 M750 M903 M904 N102 Q435 R20921-A 
*04* G010 G020 G029 Gl 1 1 G221 HI H102 H141 KO K4 K431 Ml M122 M143 M280 
M320 M414 M430 M510 M520 M532 M540 M782 M903 M904 N102 P831 Q435 
Q505 R10540-D R10540-M 
*05* F01 1 F012 F013 F014 F015 F512 G010 G100 HI H100 H121 H2 H212 J5 J521 
L9 L941 M210 M21 1 M240 M273 M281 M320 M413 M430 M510 M521 M531 M540 
M782 M903 M904N102 P831 Q435 R03159-D R03159-M 
*06*G015G019G100H1 H101 H143 Ml Mill M280 M320 M414 M430 M510 M520 

M532 M540 M782 M903 M904 N102 P831 Q435 Q505 R03729-D R03729-M 
*07* C101 C408 C550 C730 C800 C801 C802 C804 C805 C807 M411 M430 M782 
M903 M904 M910 N102 P831 Q435 R01732-D R01732-M 
Chemical Fragment Codes (M6): 
*08* M903 P831 Q435 Q505 R150 R514 R515 R521 R522 R538 R613 R621 R622 
R623 R624 R630 R631 R639 
Derwent Registry Numbers: 1732-U 

Specific Compound Numbers: R20921-A; R10540-D; R10540-M; R03159-D; R03159-M; R03729- 
D; R03729-M; R01 732-D; R01732-M 
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